






摘要:研究了酒色着色菌(Chromatium vinosum DSM185)利用产酸克雷伯氏菌(Klebsiella oxytoca HP1)发酵产氢废液进
行光发酵和暗发酵产氢的可行性 ,以达到对产氢底物的充分利用和对产氢废液的进一步处理。研究结果表明 C.
vinosum 可以利用K.oxytoca 的发酵废液进行光发酵产氢和暗发酵产氢。 C.vinosum 发酵产氢后废液中残余还原糖
和主要有机酸(丁酸)的含量明显降低 ,发酵产氢的最佳 pH 为 6.5 ,添加 0.1%(W W)NH4Cl能促进产氢。在光照条
件下丁酸利用率可达 54.38%, 产氢量达 36.97 mL mg;在黑暗条件下丁酸利用率可达 36.01%, 产氢量达 37.50
mL mg。
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Abstract:Photosynthetic bacteria(PSB)showed great promise in biohydrogen production.Chromatium vinosum was able to utilize the fermentation
waste of Klebsiella oxytoca for both photo-fermentative and dark-fermentative hydrogen production.The content of residual sugars and main organic
acids decreased obviously after hydrogen production by C.vinosum.The maximal hydrogen production of C.vinosum was obtained at pH 6.5 adding
extra 0.1%(W W)NH4Cl.Under photo-fermentative conditions , the content of butyric acid decreased by 54.38%, and the maximal hydrogen
yieldwas 36.97 mL mg cell.Under dark-fermentative conditions , the content of butyric acid decreased by 36.1% and the maximal hydrogen
production was achieved as 37.50 mL mg cell.







都将生物能源作为重点发展方向 。欧盟在 2000 年
























用K .oxytoca 发酵废液产氢 ,为进一步提高底物的
氢转化效率和减少产氢反应废物提供一条可行的







vinosum DSM185由荷兰阿姆斯特丹大学 E C Slater
研究所提供。
K .oxytoca 生长培养基:酵母粉 10g , 蛋白胨
10g ,葡萄糖 10g , MgSO4 ·7H2O 0.37g , Na2HPO4 ·
12H2O 14.33g ,KH2PO4 3.63g , 加水至 1L pH7.0。
K .oxytoca 产氢缓冲液:葡萄糖 15g , MgSO4·
7H2O 0.37g ,Na2HPO4·12H2O 14.33g ,KH2PO4 3.63g ,
加水至1L pH7.0。
C.vinosum 生长培养基:参见文献[ 9] 。
1.2　菌体的培养
K .oxytoca 的培养:按 1%的接种量接种 K.
oxytoca 于生长培养基中 , 在恒温摇床中(37℃,
120r min),振荡培养至对数生长期。
C.vinosum 的培养:按 10%的接种量接入 C.
vinosum ,于光照下厌氧(1700Lux , 37℃)培养至对数
生长期。
1.3　产氢实验
将培养至对数生长期的 K.oxytoca 菌液离心 ,
去除上清液 ,将菌泥移入产氢培养基中 ,抽气充 Ar
后密封 ,放置于 37℃恒温摇床中 ,定时测量放氢量 。
放氢结束后离心去菌体 ,得到 K .oxytoca 的发酵废
液。
向K .oxytoca 发酵废液中加入一定的氮源 ,调
节 pH 后高压蒸汽灭菌 , 之后加入一定量的 C.







以高纯Ar为载气 ,热导池检测 ,记录峰高 ,按外标法
计算氢含量。








在研究 Rhodospirillum rubrum 产氢中
发现以谷氨酸为氮源可以产大量的氢气 ,本文用
C.vinosum 生长培养基的氮源 NH4Cl作为无机氮源
进行对比 ,考察有机和无机氮源对 C.vinosum 产氢
的影响。将 K.oxytoca 发酵废液分装 ,其中一部分
加入 NH4Cl(终浓度 1g L),另一部分加入谷氨酸(终
浓度 2.75g L),分别调节pH为 5.9和7.5 ,高压蒸汽
灭菌后加入等量的 C.vinosum 菌泥 ,抽气充 N2 ,放
置于光照下(37℃,1700Lux)进行放氢实验 。取产氢
量最高值 ,结果如表 1所示 。
表 1　不同氮源对 C.vinosum 产氢的影响
序号 氮源 pH值 总放氢量(mL H2 mg dw)
1 谷氨酸 7.5 0
2 NH4Cl 7.5 0
3 谷氨酸 5.9 0
4 NH4Cl 5.9 6.3
从表 1得知 pH7.5时均无氢的产生 ,表明在该











。本实验中 1g L 的 NH4Cl对 C.vinosum 固氮
酶产氢抑制效果不明显。
2.2　pH值对 C.vinosum产氢的影响
将K .oxytoca 发酵废液(pH 为 4.9)用 NaOH 分
别调节pH值至5.5 、6.0 、6.5 、7.0 ,不添加氮源 ,高压
蒸汽灭菌后接入 C.vinosum 菌泥 ,抽气充 N2 ,光照
下(1700Lux , 37℃)培养 ,定时测量放氢量。放氢结
束后离心去菌体 ,测上清液中的还原糖含量。结果
如图 1所示 。
当 pH6.5时产氢量最高 , pH4.9 时不能产氢 ,




·664· 微 生 物 学 通 报 2007 年 34(4)
图 1　pH 值对产氢量及剩余还原糖含量的影响
2.3　C.vinosum产氢条件的研究
在K .oxytoca 发酵废液中加入 NH4Cl(1g L)或
不加氮源 ,调节 pH值至 6.5。接入 C.vinosum 的菌




序号 氮源 光照条件 气相环境
总放氢量
(mL H2 mg dw)
终 pH 值
1 NH4Cl 暗 N 2 36.30 4.78
2 NH4Cl 暗 Ar 37.50 4.61
3 NH4Cl 光 N 2 30.90 4.70
4 NH4Cl 光 Ar 36.97 4.78
5 无 暗 N 2 17.78 5.89
6 无 暗 Ar 33.46 5.67
7 无 光 N 2 15.88 6.03










[ 16 , 17]
。








而N2 环境下产氢量低。N2 或 Ar 环境下氢酶的作
用应该是一样的 ,但实验显示N2 环境下产氢量低 ,
因此黑暗条件下是否存在固氮酶的作用有待进一
步验证。此外 ,实验还表明在产氢量高时 pH 值一
般下降的比较多 ,当 pH 值下降到一定值后产氢就
停止 。
从 K.oxytoca 发酵废液 pH值明显下降推测其
产氢过程中产生大量的酸 , 实验结果表明 K.
oxytoca 产氢废液中存在多种有机酸 ,主要成份是丁




后 ,丁酸明显地减少了 ,最高利用率可达 54.38%,

















乙酸 1.00 2.02 1.70 2.27 0.71
丙酸 2.39 1.84 21.62 2.06 1.16
正丁酸 591.67 269.92 320.00 477.23 378.27
正戊酸 0.27 0.65 0.34 0.66 0.62
正己酸 3.25 0.67 2.00 0.81 1.42
正庚酸 13.57 1.51 2.01 3.85 20.01
正辛酸 0.75 1.93 0.42 1.32 1.51
正壬酸 0.42 2.60 0.29 1.00 0.38
正癸酸 0.44 0.86 0.23 1.53 1.07
十二酸 1.19 5.17 0.69 8.85 3.98
十四酸 3.13 7.27 2.44 7.48 6.11
十五酸 0.38 2.41 0.24 2.08 0.91
十六酸 4.31 8.44 2.93 8.40 7.45
十七酸 4.35 4.35 3.26 4.35 4.35
十八酸 1.64 2.37 0.65 2.58 1.85
1 pH6.5、添加 NH4Cl、光照 、N2 环境　
2 pH6.5 、不添加 NH4Cl、黑暗 、N2
环境　3 pH6.5、添加NH4Cl、光照 、Ar环境　4pH6.5 、不添加NH4Cl、黑
暗 、Ar 环境
3　结　论
C.vinosum 在有或无氮源 、光照或黑暗 、Ar 或
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N2 环境条件下都可以利用 K.oxytoca的发酵废液继
续产氢。pH值是发酵产氢中一个重要因子 ,在 pH
为5.5 ～ 7.0之间 , C.vinosum 能利用K.oxytoca 的发
酵废液继续产氢 ,残糖浓度也进一步降低 ,其最高
利用率可达 92.04%。C.vinosum 发酵产氢最佳 pH
为 6.5。在含 1g L NH4Cl 的产氢培养基中 , C.
vinosum 放置于光照或黑暗 、Ar 或 N2 环境下 ,都具
有较高的产氢量 ,最高产氢量可达 37.50 mL H2 mg
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